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1. 緒 言 
ヒト血清アルブミン(HSA, Mw: 66.5 kDa)は血
漿蛋白質の約 60 %を占める補欠分子族を持たな
い単純蛋白質であり、血流中ではコロイド浸透圧
維持のほか、各種内因性・外因性物質を貯蔵・運
搬する役割を担っている。鉄(Ⅲ)プロトポルフィ
リンⅨ(heme)も HSA のサブドメイン IB に
Tyr-161 との軸配位を介して結合する(Fig. 1b)1)。
我々は、HSA の中にヘモグロビンと類似のヘムポ
ケットを構築すると、得られたHSA-heme 錯体が、
酸素を可逆的に吸脱着できる人工ヘム蛋白質と
なることを明らかにした 2)。HSA に酸素結合能を
持たせることができるのであれば、ヘム酵素の触
媒活性も付与できるはずである。そこで、過酸化
水素を用いて様々な有機化合物を酸化する西洋
わさびペルオキシダーゼ(HRP)に着目した。本研
究は、HRP のペルオキシダーゼ活性を有する組換
えアルブミン-ヘム錯体を合成し、そのヘムポケ
ット構造と活性の相関を明らかにすることを目
的とした。また、ヘム捕捉蛋白質であるヘモペキ
シンのモデルも合成したので併せて報告する。 
 
2. 結果および考察 
2.1 HSAの設計と産生 
HRP 活性部位の構造を Fig. 1a に示す。heme の
第 5 配位座には His-170(近位 His)が軸配位し、
基質結合側には、His-42 と Arg-38 が遠位塩基とし
て存在する。これらの遠位塩基が H2O2 を捕え、
活性種を作る役割を果たしている。つまり、分子
設計としては、近位 His と二つの遠位塩基の導入
が必要不可欠となる。まず、ポルフィリン環の真
下に位置する Ile-142 を His に変換した。これが近
位 His として作用する。軸配位している Tyr-161
は疎水性の Phe に変換した(二重変異体 HSA 
(I142H/Y161F)-heme(Fig. 1c))。次に遠位塩基を
導入した。186 位置には Arg が存在するためこれ
は保存し、4 残基離れた 182 位置に遠位 His を導
入した(三重変異体 HSA(I142H/Y161L/L182H) 
(Fig. 1d))。さらに 186 位置に His を入れた HSA 
(I142H/Y161F/R186H)-heme も合成した(Fig. 1e)。 
 まず、プライマーを HSA 遺伝子を含んだプラ 
 
 
スミド(pHILD-2)に結合させ PCR 法で DNA を伸
長した。その後、PCR 産物を大腸菌(XL10-Gold) 
に形質転換し、変異の入ったプラスミドを抽出し
た。その DNA をピキア酵母にエレクトロポレー
ション法を用いて形質転換し、HSA を産生する株
のみ選定した。各 HSA は BMGY 培地および
BMMY 培地中で培養することにより産生した。精
製は硫酸アンモニウム沈殿、透析、BlueSepharose
カラムを用いて行った。得られた HSA に heme の
DMSO 溶液を 1/1.1(モル比)で混合し、遠心ろ過で
DMSO を除去することにより、相当する HSA- 
heme を得た。 
 
Fig. 1 Hemepocket structures of a) HRP, b) HSA(wt)-heme, 
c) HSA(H)-heme, d) HSA(H/182H)-heme, and e) 
HSA(H/186H) -heme. 
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2.2 ペルオキシダーゼ活性 
各種 HSA-heme、HRP (リン酸緩衝液、pH 7.0)
に、基質 2-Methoxyphenol (Guaiacol)を加え、H2O2 
(10.4 mM)を添加後、UV-vis スペクトルを継時的
に測定し、酸化生成物の吸光度変化(470 nm)、モ
ル吸光係数(26.6×103 M-1cm-1)から、反応の初速度
v0 を算出し、Lineweaver-Burk プロットにより
Michaelis 定数(Km)、触媒定数(kcat)を決定した。 
6 配位構造をとる HSA(H/186H)-heme が全く酵
素活性を示さなかったことから、この反応がヘム
鉄の第 6 配位座近傍で起こっていることがわかる。
HSA(wt)-heme の触媒活性は低いが(Km = 0.24 
mM、kcat = 0.026 s
-1)、軸配位子を His に換えた
HSA(H)-heme は Km値が 1/4、kcat値が 3 倍となっ
た。さらに遠位 His を 182 位置に導入した HSA(H 
/182H)-heme では、酵素活性が HSA(wt)-heme の
17 倍に増大した(Table 1)。これらの結果から、近
位塩基の存在が酵素活性に大きな影響を及ぼす
ことがわかった。 
 
 
2.3 軸配位子としての Cysの導入 
さらなる活性の向上を期待し、近位塩基として
142 位置に Cys を、161 位置に Phe を導入した二
重変異体 HSA(I142C/Y161F)を合成した。この
heme 錯体の触媒活性は wt に比べ 2.5 倍増大して
いるものの、His 配位の変異体に比べると 1/6 と低
くとどまった(Table 1)。これは、Cys とヘム鉄と
の距離が長い(3.9 Å)ためと考えられる。 
 
2.4 敗血症モデル HSA 
敗血症は細菌による血液の感染症などにより
発症する病気である。溶血により血中に遊離した
heme が、フリーラジカルを生成することにより、
細胞損傷などが起こり、死に至ることもある。
HSA が血中の heme をより効率よく捕獲すること
が出来れば、敗血症の治療薬として有効である。
血流中では、HSA の他にもヘモペキシンという蛋
白質が heme を捕捉する役割を担っている。ヘモ
ペキシンは heme を 2 つの His で結合するため、
非常に強い親和性を示す。つまり、6 配位構造の
HSA(H/186H)-heme は、ヘモペキシンの代替物と
なると考えられる。そこで、敗血症モデル(CLP)
マウスに投与し、血中 heme 濃度の減少を観測し
た。HSA(wt)に比べ HSA(H/186H)を投与した群
では、heme 濃度が 1/2 に低下した(Fig. 2)。また、
他のパラメータに変化がなかったことから、その
安全性も示された。これらの結果から、
HSA(H/186H)がヘモペキシンのモデルになりう
ることがわかった。 
 
3.結 言 
1) ペルオキシダーゼ活性を有する HSA-heme の
合成に成功した。 
2) HSA(H/182H)-heme のペルオキシダーゼ活性
が最も高く、その触媒効率は HSA(wt)-heme
の 17 倍まで増大した。 
3) Cysを軸配位子に持つHSA-hemeの合成に成功
した。 
4) HSA(C)-heme の活性は HSA(wt)-heme の 2.5
倍の活性を示した。 
5) HSA(H/186H)がヘモペキシンのモデルとなり
うることがわかった。 
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Fig. 2 Concentration of heme in blood stream of CLP model 
mice. 
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Table 1 Parameters of peroxidase activity. 
Enzyme Km(mM) kcat(1/s) kcat/Km(1/Ms)
HSA(wt)-heme 0.15 0.03 199
HSA(H)-heme 0.04 0.13 3064
HSA(H182H)-heme 0.04 0.14 3423
HSA(H/186H)-heme 0.12 0.001 9
HSA(C)-heme 0.07 0.04 505
HRP 6.68 85.3 12767
